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O teste de fragilidade osmótica por citometria de fluxo foi recentemente introduzido 
na prática clínica. No entanto, o teste ainda encontra-se em desenvolvimento. 
Algumas variáveis importantes para o teste de fragilidade osmótica tradicional ainda 
não foram totalmente testadas na citometria de fluxo. Neste estudo, avaliou-se a 
fragilidade osmótica de indivíduos com esferocitose hereditária (casos) e indivíduos 
saudáveis (controles) por citometria de fluxo usando uma série de tubos contendo 
concentrações decrescentes de NaCl. As análises foram executadas em amostras 
de sangue frescas e incubadas (37oC por 24h) colhidos em EDTA e heparina como 
anticoagulante. As percentagens de hemácias residuais em cada concentração de 
NaCl foram utilizadas para traçar as curvas de fragilidade osmótica. As curvas 
fragilidade osmótica de cada condição testada foram comparadas por meio da 
fragilidade corpuscular mediana. Curvas ROC foram empregadas para avaliar as 
concentrações de NaCl com maior acurácia na diferenciação entre casos e controles 
saudáveis. Como resultado, as curvas de fragilidade osmóticas por citometria de 
fluxo assumiram um formato de dose-resposta típico e a fragilidade corpuscular 
mediana dos casos e dos controles foram diferentes em todos as condições pré-
analíticas testadas. A comparação das fragilidades corpuscular mediana revelou que 
a incubação e o anticoagulante têm efeitos maior e menor sobre o fragilidade 
osmóticas por citometria de fluxo, respectivamente. Cem por cento de sensibilidade 
e especificidade foram obtidos de 5,5 a 6 g/L de NaCl no sangue fresco-EDTA, de 6 
a 8 g / L de NaCl em sangue incubado-EDTA e em nenhuma das concentrações de 
NaCl testadas no sangue heparinizado. Assim, o EDTA é o anticoagulante de 
escolha para o ensaio. A incubação à 37oC para 24h aumenta sua capacidade de 
diagnóstica. A concentração de NaCl mais confiável para a discriminação entre 
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Background: The flow cytometric osmotic fragility test (FC-OFT) was recently 
introduced. However, the test is still under development and some variables were not 
fully tested. Methods: The osmotic fragility of hereditary spherocytosis (HS) cases 
and healthy controls were evaluated by FC-OFT using a series of tubes containing 
decreasing concentrations of NaCl. The analyses were executed in fresh and 
incubated (37oC for 24h) blood samples anticoagulated with EDTA and heparin. The 
percentages of residual red blood cells were used to plot the osmotic fragility curves. 
The OF curves of each tested condition were compared using the median 
corpuscular fragility (MCF). ROC curve analyses reveled the most acurated NaCl 
concentrations for differentiation between HS cases and healthy controls. Results: 
FC-OFT curves assumed a sigmoidal dose-response shape and the MCF of cases 
and controls were different in all instances. MCF comparisons reveled that incubation 
and the anticoagulant have a major and a minor effect over the FC-OFT, 
respectively. One hundred percent of sensitivity and specificity were obtained from 
5.5 to 6.0 g/L of NaCl in EDTA-treated fresh blood, from 6.0 to 8.0 g/L of NaCl in 
EDTA-treated incubated blood and in none of the tested NaCl concentration in 
heparinized blood. Conclusions: EDTA is the anticoagulant of choice for the assay. 
Incubation at 37oC for 24h increased its diagnostic capability. The most reliable NaCl 
concentration for the discrimination of HS case from controls was 6.0 g/L of NaCL in 
fresh EDTA-treated blood and was 7.5 g/L of NaCl in incubated EDTA-treated blood. 
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AUC Área sob a curva  
CHCM Concentração de Hemoglobina Corpuscular Média 
Dp Desvio padrão 
EDTA Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético 
EH Esferocitose hereditária  
FCM Fragilidade Corpuscular Mediana  
FITC Isotiocianato de fluoresceína 
FO Fragilidade Osmótica 
FO-CF Teste de Fragilidade Osmótica por Citometria de Fluxo 
FO-T Teste de Fragilidade Osmótica Tradicional 
FSC Dispersão frontal 
Hb Hemoglobina 
MFI Intensidade média de fluorescência 
NaCl Cloreto de Sódio 
PE Ficoeritrina 
RDW Variação da Distribuição das Hemácias 
SSC Dispersão lateral  
TAD Teste de Antiglobulina Direta 
VCM Volume Corpuscular Média 
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A esferocitose hereditária (EH) é uma anemia hemolítica de causa genética 
que ocorre em todos os grupos étnicos sendo mais comum em pessoas com 
ascendência do Norte Europeu (1 em 3000) (1). Na maioria dos casos a EH 
apresenta um padrão de herança dominante (75%), mas a herança não-dominante, 
caracterizada pelas mutações de novo e pelo padrão de herança recessiva, não é 
incomum (25%) (2). 
A EH é uma condição causada pela deficiência ou disfunção de uma ou mais 
proteínas do citoesqueleto das hemácias (exemplo: Banda 3, anquirina, alfa e beta 
espectrina, proteína 4.2 e outras) (3). Como consequência, há uma diminuição na 
área de superfície de membrana em relação ao volume intracelular, alterando o 
formato discóide da hemácia e a sua propriedade de deformabilidade acaba sendo 
comprometida. Assim, a célula assume um formato de esfera (2). Outra 
consequência destas alterações de membrana é o influxo de sódio devido a 
desregulação da bomba de sódio e potássio, que contribui ainda mais para turgidez 
da célula aumentando sua fragilidade. No baço, os esferócitos são retidos na polpa 
esplênica e fagocitados pelo sistema reticulo-endotelial resultando em anemia, 
esplenomegalia e icterícia (4). Por fim, a manifestação clínica da EH é variável, 
desde pacientes assintomáticos a pacientes com anemia severa (5). 
O diagnóstico é baseado na combinação de histórico familiar, histórico clínico, 
exames físicos e achados laboratoriais como: diminuição do nível de hemoglobina e 
do volume corpuscular médio (VCM), aumento da concentração de hemoglobina 
corpuscular média (CHCM), da amplitude da distribuição das hemácias (“RDW”), dos 
níveis de bilirrubina, presença de esferócitos em lâmina, teste de antiglobulina direta 
(TAD) negativo (para excluir a anemia hemolítica autoimune), e teste de fragilidade 
osmótica alterado (6).  
O teste de fragilidade osmótica tradicional (FO-T) se destaca no rastreamento 
inicial da EH. Este teste avalia a habilidade da célula vermelha em incorporar água 
quando exposta a uma solução hipotônica (com menos de 9 g/L de cloreto de sódio 
(NaCl). Eritrócitos normais suportam certo influxo de água sem romper. No entanto, 
os esferócitos possuem pouca habilidade/resistência a este influxo, devido a sua 
menor área de superfície de membrana, e se lisam com mais facilidade do que os 
eritrócitos normais em soluções hipotônicas (7). 
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No FO-T, a lise das células sanguíneas vermelhas é mensurada 
colorimetricamente em quatorze ou dezessete (8) concentrações diferentes de NaCl 
(10 g/L a 1 g/L), dependendo do protocolo considerado, tornando sua execução 
laborosa. Em seguida, a percentagem de lise é plotada em relação a cada 
concentração de NaCl testada resultando em uma curva de fragilidade osmótica. A 
fragilidade corpuscular mediana (FCM) corresponde à concentração de NaCl em que 
50% das células foram lisadas sendo um dos parâmetros usados para mensurar a 
fragilidade osmótica, pois captura o deslocamento da curva de fragilidade osmótica 
para esquerda ou para direita em relação ao padrão considerado normal. Estes 
deslocamentos são secundários a uma maior ou menor fragilidade eritrocítica (9). 
Adicionalmente, o anticoagulante mais utilizado para a execução do FO-T é a 
heparina, e o pré-tratamento da amostra com incubação a 37°C por 24 horas 
aumenta a sensibilidade do ensaio. Esta maior sensibilidade é decorrente da 
turgência prévia da célula associada ao estresse metabólico causado pela escassez 
de glicose no meio e, por consequência, falha dos mecanismos ativos de 
bombeamento de cátions. A falha destes mecanismos resulta em acúmulo 
intracelular de sódio (9, 10). 
Recentemente, o teste de fragilidade osmótica por citometria de fluxo (FO-CF) 
foi reportado na literatura (11). No ensaio, os eritrócitos são suspensos em salina 
normal (9 g/L) e contados por citometria de fluxo antes e depois da adição de água 
destilada. Para a adição de água destilada é necessária a remoção deste tubo do 
citômetro e em seguida continuar o ensaio. Após a adição de água, a concentração 
de NaCl se altera para 5.0 g/L e a fragilidade osmótica é mensurada pela razão da 
contagem de hemácias residuais na salina hipotônica (5.0 g/L de NaCl - após a 
adição de água) pela contagem de hemácias na salina isotônica (9 g/L de NaCl - 
antes da adição de água). A razão indica a percentagem de hemácias residuais e 
revela se a fragilidade osmótica está aumentada ou diminuída. O tempo total de 
aquisição citométrica neste caso foi de 120 segundos. Assim, o FO-CF é 
consideravelmente mais prático, rápido, e de baixo custo quando comparado ao FO-
T (11, 12). 
 As condições pré-analíticas mais utilizadas no FO-CF são o uso do 
anticoagulante EDTA e do sangue fresco, sem incubação à 37°C por 24 horas. Os 
autores Won e Suh demonstraram que a incubação diminui o poder de 
discriminação entre casos de EH e controles, pois na concentração final de NaCl 
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testada (5,0 g/L) os glóbulos vermelhos tanto de casos e quanto dos controles 
lisavam quase que completamente (11). Consequentemente, os estudos posteriores 
não consideraram a incubação do sangue como uma variável importante. Além 
disso, como as primeiras descrições do ensaio utilizaram apenas o EDTA como 
anticoagulante esta prática se perpetuou e o uso da heparina no FO-CF ainda não 
foi avaliado (11-15). 
Assim, evidencia-se que o FO-CF é um ensaio que ainda está em 
desenvolvimento [Exemplo: Ciepiela e colaboradores descreveram uma maior 
sensibilidade do ensaio em relação a descrição original quando aumentaram o 
tempo de aquisição citométrica total para 300 segundos (13)]. Neste sentido, como 
FO-CF é similar a FO-T, porém realizado com apenas duas concentrações (9 g/L e 5 
g/L de NaCl), dados sobre a FO-CF envolvendo concentrações decrescentes de 
NaCl como a diluição seriada em vários tubos feita no FO-T não se encontram 
disponíveis na literatura. Nesse contexto, essa informação se faz importante para 
avaliar se a concentração de 5 g/L de NaCl é a que melhor distingue os pacientes 
com EH dos saudáveis, ou para definir a melhor concentração de NaCl para tal. 
Ademais, alguns citômetros de fluxo (ou seus “softwares” de análise) não 
permitem a remoção do tubo ou pausa da leitura para adição de água deionizada e 
continuação da análise na mesma linha do tempo. Assim, o teste se torna restrito 
aos citômetros com esta capacidade (conhecida como sobreposição de leituras). A 
execução do FO-CF com leituras independentes (15) ou com uma sobreposição de 
leitura virtual (14) (feita com o uso de softwares) do mesmo tubo antes e depois da 
adição de água resolve esta restrição possibilitando a realização do teste em 
qualquer citômetro de fluxo. Isto mantém as vantagens do FO-CF em relação ao FO-
T (menos laboroso e mais rápido). Todas as variações do FO-CF descritas até o 
momento usam a concentração final de 5 g/L de NaCl para distinguir os pacientes 
com EH dos indivíduos saudáveis. A questão referente a sobreposição de leituras 
também poderia ser resolvida com a execução do teste em dois tubos 
independentes, um com salina isotônica e outro com salina hipotônica. 
Ademais, algumas variáveis pré-analíticas que sabidamente influenciam a 
capacidade diagnóstica do FO-T, como o anticoagulante (16) e a incubação à 37°C 
por 24 horas (17), não foram extensivamente avaliadas no FO-CF, especialmente 
em diferentes concentrações de NaCl (11). O conhecimento sobre a influência 
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dessas variáveis sobre o FO-CF poderá preencher lacunas de conhecimentos 
importantes que resulte no aprimoramento do teste. 
Portanto, neste estudo será realizada a análise da fragilidade osmótica de 
eritrócitos de pacientes com EH (casos) e de indivíduos saudáveis (controles) por 
citometria de fluxo utilizando-se 17 tubos com diferentes concentrações de NaCl 
iniciando-se em 10 g/L até 1 g/L. Os objetivos são construir curvas de fragilidade 
osmótica por citometria de fluxo e investigar a melhor concentração de NaCl para a 
execução do ensaio usando dois tubos independentes. As análises serão realizadas 
no sangue anticoagulado com EDTA e heparina, sem incubação (sangue fresco) e 
com incubação (sangue incubado à 37°C por 24 horas) com a finalidade de se 
investigar também a influência destas variáveis pré-analíticas sobre a fragilidade 





1 - Construir curvas de fragilidade osmótica de eritrócitos de pacientes com 
esferocitose hereditária (casos) e de indivíduos saudáveis (controles) por citometria 
de fluxo utilizando protocolo similar ao do teste de fragilidade osmótica tradicional 
(17 tubos com diferentes concentrações de NaCl iniciando-se em 10 g/L até 1 g/L).  
 
2 - Definir o anticoagulante (EDTA versus heparina), o pré-tratamento da 
amostra (sangue fresco versus sangue incubado) e a faixa de concentração de NaCl 
(entre 10 g/L e 1 g/L) que permita uma discriminação confiável entre os casos de 
esferocitose hereditária e controles saudáveis na fragilidade osmótica por citometria 
de fluxo. 
 
3 - Investigar a capacidade diagnóstica de concentrações específicas de NaCl 
no rastreio da EH por citometria de fluxo utilizando dois tubos independentes com 






3.1 TIPO DE ESTUDO 
Estudo experimental caso-controle pareado 1:1. 
3.2 PARTICIPANTES E PAREAMENTO 
Os participantes deste estudo são pacientes adultos advindos de um 
laboratório clínico privado, localizado em Brasília (Laboratório Sabin). O período de 
recrutamento foi de Junho a Dezembro de 2016. Os casos inclusos apresentavam a 
curva de fragilidade osmótica tradicional alterada (teste executado no sangue 
heparinizado com incubação à 37°C por 24 horas) e diagnóstico prévio de EH. 
Informações sobre o histórico familiar, transfusões sanguíneas recentes e 
esplenectomia foram colhidas por entrevista. 
Os controles eram voluntários saudáveis sem diagnóstico de EH, sem 
indicação clínica para execução do teste de fragilidade osmótica. Os casos e 
controles foram pareados por idade (± 2 anos) e gênero. 
3.3 TAMANHO DO ESTUDO 
Casos de esferocitose hereditária (n=20) e controles (n=20) foram 
consecutivamente selecionados por ordem de aparecimento (amostragem de 
conveniência). O cálculo do tamanho da amostra não foi realizado.  
 
3.4 VIÉSES  
Todos os participantes foram submetidos a testes laboratoriais para 
mensurar/identificar os índices hematimétricos, morfologia e lise das hemácias, a fim 
de avaliar a condição da esferocitose hereditária, excluir outras anemias (anemia 
hemolítica auto imune), e confirmar o estado saudável dos controles. Os testes 
executados foram: hemograma completo, bilirrubina total, contagem de reticulócitos,  
contagem de esferócitos e o TAD (usado para excluir outras anemias, por exemplo, 
anemia hemolítica auto-imune). 
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3.5 VARIÁVEIS  
As variáveis avaliadas no estudo foram a percentagem de hemácias 
residuais, a fragilidade corpuscular mediana (FCM), sensibilidade e especificidade 
do teste, e valores do ponto de corte para células residuais em concentrações 
específicas de NaCl (selecionadas a partir das curvas de fragilidade). 
3.6 AMOSTRAS 
As amostras de sangue foram colhidas por punção venosa da fossa cubital e 
os tubos utilizados foram: Vacuette EDTA K3 4 mL, Vacuette Heparina 4 mL e 
Vacuette Soro com ativador de coágulo 4 mL (todos do fabricante Greiner-bio-one).  
3.7 PARÂMETROS HEMATOLÓGICOS, MORFOLOGIA E OUTROS TESTES 
LABORATORIAIS 
Parâmetros hematológicos (contagem completa, CHCM, “RDW”, VCM, e 
contagem de reticulócitos) foram determinados nos XE ou XN10 analisadores 
automatizados hematológicos (Sysmex). Bilirrubina dosada no Advia 2400 
(Siemens). TAD realizado no AutoVue® Innova (Ortho). Um (01) especialista avaliou 
o esfregaço sanguíneo para confirmar os esferócitos em lâmina, calculou-se a 
mediana e o número mínimo e máximo de esferócitos por 100 glóbulos vermelhos 
em cinco campos no aumento de 400x. As curvas de fragilidade osmótica tradicional 
foram executadas de acordo com a literatura (17). Os casos foram classificados 
como esplenectomizados e não esplenectomizados porque a remoção do baço pode 
restaurar alguns parâmetros laboratoriais para faixa normal e a evidência da doença 





3.8 CONTROLE DE QUALIDADE DA CITOMETRIA DE FLUXO 
Neste estudo utilizou-se o citômetro FACSCANTO II (BD Bioscience) com os 
lasers azul (488nm), vermelho (633nm) e violeta (405nm). Para o controle de 
qualidade de tamanho de partículas, fluorescência e alinhamento do sistema óptico e 
de fluidos utilizou-se o “Cytometer Setup and Tracking Beads” (BD Bioscience), 
conforme orientação do fabricante. A intensidade média de fluorescência (MFI) 
destes “beads” foram inseridas diariamente em gráfico de “Levey-Jennings” com a 
finalidade de analisar a performance do citômetro (Dados não mostrados).  
3.9 ANÁLISE POR CITOMETRIA DE FLUXO DE HEMÁCIAS VERSUS 
CONCENTRAÇÃO DE SALINA 
A suspensão de hemácia foi preparada em dois passos sequenciais utilizando 
tubos de citometria. Para a primeira suspensão: foram adicionados 25 µL de sangue 
total em 1,1 mL de solução de NaCl a 10 g/L (salina 1%). Em seguida, 10 µL desta 
solução primária foram transferidos para os 17 diferentes tubos de citometria 
contendo 1,0 mL (volume final) de solução com concentração específica de NaCl, 
variando de 10 g/L a 1 g/L (10, 9, 8,50, 8, 7,50, 7, 6,50, 6, 5,50, 5, 4,50, 4, 3,50, 3, 
2,50, 2 e 1 g/L de NaCl). As suspensões secundárias foram posicionadas no 
carrossel do citômetro de fluxo da BD FACS CANTO II (BD Bioscience) para 
aquisição automática do número de eventos citométricos. A sequência de aquisição 
foi do tubo de menor concentração de NaCl para a de maior. O volume inicial de 
amostra (22,2 a 37,5 µL) e o tempo para leitura após a indução da hemólise tem 
pouca influência sobre o resultado do teste (11). 
O “software” utilizado para análise dos dados foi o BD FACSDIVA versão 
6.1.3. O gráfico de citograma na escala logarítmica com tamanho e complexidade foi 
dividido em quatro quadrantes  (Q1, Q2, Q3 e Q4) usando como ponto de corte 104 
e 103 (figura 1), respectivamente, para padronizar a área mensurada. A população 
de hemácias localizou-se no quadrante superior à direita (Q2), e a aquisição para 
cada concentração durou 100 segundos com a taxa de fluxo configurada para o 
modo “low” e sem compensação aplicada, pois esse experimento não utiliza 




Para mensurar as hemácias residuais, a linha do tempo (o gráfico tempo 
versus tamanho) foi dividida em seis regiões de 14 segundos (figura 1). Os 10 
primeiros segundos do gráfico foram desconsiderados. A média de contagem dos 
eventos dessas seis regiões foi considerada no cálculo para encontrar a percentage 
de hemácias residuais para cada concentração de NaCl testada. 
 
 
Figura 1- Template de análise para a fragilidade osmótica por citometria de fluxo. Citograma 
demonstrando a localização das hemácias usadas no estudo (indivíduo saudável e 10 g/L de NaCl). 
Acima - gráfico tamanho por complexidade em destaque o quadrante superior à direita contendo a 
população de hemácias. Abaixo – gráfico de tempo por tamanho, aquisição em 100 segundos 
divididos em seis quadrantes de 14 segundos depois dos primeiros 10 segundos, os quadrantes de 
14 segundos foram usados para o cálculo da média e desvio padrão (dp) das hemácias residuais em 




3.10 VALIDAÇÃO DO TEMPLATE DE ANÁLISE 
Para validar a localização da população de hemácias no quadrante Q2 
(quadrante superior direito) foram feitos dois experimentos: um com anticorpos 
fluorescentes específicos para eritrócitos e plaquetas e outro baseado na avaliação 
dos eventos citométricos juntamente com indução da hemólise nas baixas 
concentrações de NaCl. 
3.10.1 Localização dos eritrócitos no template de análise 
Utilizou-se o mesmo “template” da fragilidade osmótica por citometria de fluxo 
para avaliar a expressão imunofenotípica da glicoforina-A (CD235a). Para isto, 
marcou-se as células com glicoforina-A isotiocinato de fluoresceína (FITC) (Clone: 
HIR-2, BD) (figura 2) de acordo com o protocolo descrito por AlGhasdam e 
colaboradores (18). Neste caso, houve compensação de cores. Conclui-se que as 
eritrócitos estão predominantemente na região Q2.  
 
 
Figura 2 – Localização da células com expressão imunofenotípica positiva para o antígeno de 
superfície CD235a no “template” de análise. Citograma à esquerda (A) corresponde ao total de 
eventos. O citograma à direita (B) corresponde aos eventos com expressão positiva para o CD235a, 
demonstrando que a população estudada na FO-CF (na região de Q2) são hemácias (Paciente 





3.10.2 Inspeção visual da região de hemácias no citograma (Região de Q2) 
Experimentos preliminaries demonstraram que a região denominada de Q2 
apresentava a população de células que perdia tamanho e complexidade com a 
diminuição da concentração de NaCl, ou seja, se lisavam.  
3.10.3 Localização das plaquetas no template de análise 
Utilizou-se o mesmo “template” da fragilidade osmótica por citometria de fluxo 
para avaliar a expressão imunofenotípica de marcadores específicos para plaquetas 
CD41a FITC (Clone:HIP8,BD), CD42a ficoeritrina (PE) (Clone: ALMA.16,BD) e 
CD42b aloficocianina (APC) (Clone: HIP1,BD) e CD61 FITC (Clone: VI-PL2,BD) 
utilizando o protocolo descrito por Velzen e colaboradores (19). Neste caso, houve 
compensação de cores (figura 3). Conclui-se que as plaquetas estão 







Figura 3 - Localização da células com expressão imunofenotípica positiva para os antígenos de 
superfície CD41a (B), CD42b (C), CD42b (D) e CD61 (E) por citograma. No citograma A, corresponde 
a todos os eventos. A finalidade deste experimento foi demonstrar a localização das plaquetas dentro 
do citograma da FO-CF (Paciente controle). Conclui-se que as plaquetas estão predominantemente 
na região Q3 e Q4. 
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3.11 CÁLCULOS DAS VARIÁVEIS QUANTITATIVAS  
 
A percentagem de hemácias residuais é a razão entre a média das hemácias 
residuais das seis regiões de 14 segundos da linha do tempo de Q2 em uma 
concentração de NaCl específica e a média de hemácias residuais das seis regiões 




Esse cálculo foi realizado para todas as concentrações de NaCl em todas as 
condições pré-analíticas avaliadas. Esses valores foram usados para traçar as 
curvas de fragilidade osmótica por citometria de fluxo (construídas com 
concentração de NaCl no eixo das abscissas (x) e a percentagem de hemácias 
residuais no eixo das ordenadas (y). 
A fragilidade corpuscular mediana (FCM) para cada curva de fragilidade 
osmótica por citometria de fluxo foi obtida pela interpolação do ponto equivalente a 
cinquenta por cento de hemólise do eixo das ordenadas (y) com a concentração de 
NaCl no eixo das abscissas (x) utilizando o “software” GraphPad Prism 6 
(GraphPad). FCM foi o parâmetro da curva de fragilidade osmótica usado para 
comparar casos e controles em cada condição pré-analítica testada.  
A sensibilidade e a especificidade do ensaio nas concentrações de NaCl 
selecionadas foram calculadas pela análise das curvas de característica de 
operação do receptor (ROC - Receiver Operating Characteristic) usando a 
percentagem de hemácias residuais como dados de entrada e descrito juntamente 




3.12 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Após execução do teste de normalidade de D'Agostino & Pearson, os valores 
(média e desvio padrão ou mediana e “range” - mínimo e máximo) dos parâmetros 
demográficos e laboratoriais para controles, casos de EH esplenectomizados e 
casos de EH não-esplenectomizados foram comparados por análise de variância 
(ANOVA) seguido do teste de comparação múltipla de Tukey ou teste de Kruskal-
Wallis seguido do teste de comparação múltipla de Dunn, quando apropriado. 
As curvas de fragilidade osmótica de citometria de fluxo foram inspecionadas 
visualmente para definir os intervalos de concentração de NaCl onde o início e final 
da hemólise puderam ser observadas (regiões mais íngremes das curvas, 
excetuando-se os platôs) - nenhum teste estatístico foi aplicado. 
Os valores de FCM foram comparados por Kruskal-Wallis, seguidos dos 
testes de comparação múltiplas de Dunn.  
As curvas ROC foram calculadas usando a percentagem de hemácias 
residuais do caso EH e controles em concentrações selecionadas de NaCl. O valor 
de p<0,05 foi considerado significativo para todas as análises estatísticas. Todos os 
gráficos, cálculos e análises estatísticas foram realizadas no “software” GraphPad 
Prism 6 (GraphPad). 
 
3.13 COMITÊ DE ÉTICA 
O comitê de ética em pesquisa do Centro Universitário de Brasília (UniCEUB) 
aprovou este estudo (registro: CAAE 51112215.0.0000.0023) e o termo de 






Os dados demográficos e laboratoriais para controles, casos esplenectomizados 
e casos não esplenectomizados estão representados na tabela 1. 
 
Tabela 1 - Parâmetros demográficos e laboratoriais para casos e controles. 
 
Legenda: casos e controles foram pareados por idade e sexo. Variáveis com distribuição normal e não 
normal foram apresentadas como média (desvio-padrão - dp) e mediana (máximo e mínimo), 
respectivamente. ap<0,05 versus controles; bp<0,0005 versus controles; cp<0,0005 versus 
esplenectomizados, *número de esferócitos por 100 células vermelhas em 5 (cinco) campos no aumento 
de 400x. Todos os casos e nenhum dos controles apresentaram curva de fragilidade osmótica tradicional 
aumentada. 
 
Não houve relato de transfusão sanguínea nos 3 meses anteriores à coleta de 
sangue de sangue e 13 (treze) casos tinham histórico familiar de EH.  
Os casos não esplenectomizados mostraram baixa hemoglobina, aumento do 
RDW, VCM, bilirrubina, reticulócitos e contagem de esferócitos comparado aos 
controles, sugerindo que esses voluntários tinham doença ativa. Os casos 
esplenectomizados tinham resultados/níveis dos testes hematológicos e bioquímicos 
similares aos controles (com exceção do VCM e contagem de esferócitos) sugerindo 
doença controlada. Os controles demonstraram ausência de esferócitos no 
esfregaço sanguíneo, índices hematimétricos normais, ausência de hemólise e 
anemia, curva de fragilidade osmótica tradicional normal - o que indicava ausência 
de EH. Em resumo, todos os indivíduos elegíveis para o estudo foram incluídos e 
analisados.  
A mediana (mínimo e máximo) da percentagem de hemácias residuais para 
cada tubo de todos os participantes foram computadas e plotadas contra a 
concentração de NaCl nas quatro diferentes condições testadas e podem ser 
Parâmetros Controles Casos não esplenectomizados 
Casos 
esplenectomizados 
n 20 12 8 
Sexo feminino - n 
10 8 2 
Idade (anos) - Média (dp) 37,50 (12,8) 37,92 (16,28) 37,63 (8,55) 
Hemoglobina (g/dL) - Mediana (min-máx) 14,2 (12,4/17,2) 12,1 (8,5/18,40)ac 16,2 (12,9/18,3) 
CHCM - (g/dL) - Mediana (min-máx) 34,3 (32/35,8) 35,2 (32,6/36) 35,9 (35,3/37,8) 
RDW - (%) - Média (dp) 12,76 (0,61) 18,60 (3,08)bc 12,66 (0,64) 
VCM - (fL) - Média (dp) 85,04 (3,02) 90,47 (4,25)b 88,66 (3,61)a 
Contagem de Reticulócitos(%) - Média (dp) 1,37 (0,32) 9,50 (3,88)bc 2,96 (1,04) 
Contagem de Esferócitos* - Mediana (min-máx) 0 32 (11/38)b 27 (20/34)b 
Bilirrubina total (mg/dL) - Mediana (min-máx) 0,58 (0,26/2,1) 2,12 (0,64/5,2)b 0,87 (0,62/2,3) 
TAD positive - n (%) 2 (9,5) 0 (0) 0 (0) 
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visualizadas na figura 4, sendo estas as curvas de fragilidade osmótica por 
citometria de fluxo obtida para cada condição.  
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Casos Controles  
Figura 4 – Curvas de fragilidade osmótica para casos com esferocitose hereditária (círculos 
cinzas) e controles (círculos pretos) para sangue fresco e incubado (37°C por 24 horas) colhidos 
em EDTA e heparina como anticoagulante. Círculos e barras de dispersão representam a 
mediana com mínimo e máximo das percentagens de hemácias residuais de todos participantes 




Para casos e controles, as concentrações de NaCl que compreende a parte 
mais íngreme das curvas dose-resposta (região entre o início e fim da hemólise) foi 
de 4,5 a 7 g/L no sangue fresco e de 5,5 a 9 g/L no sangue incubado, independente 
do tipo de anticoagulante.  
Os valores dos FCM [mediana (mín-máx)] observados para os casos de EH 
versus controles são diferentes em todas as instâncias: 6,47 (5,84 – 6,85) g/L versus 
5,18 (4,53 – 5,69) g/L de NaCl no sangue fresco-EDTA (p<0,0001); 6,37 (5,62 – 
6,81) g/L versus 5,14 (4,49 – 5,64) g/L de NaCL no sangue fresco-heparina 
(p=0,0001); 8,66 (7,49 – 10,71) g/L versus 6,34 (5,47 – 7,05) g/L de NaCL no 
sangue incubado-EDTA (p=0,0004) e  8,16 (6,51 -11,58) g/L versus 6,01 (5,19 – 
6,61) g/L de NaCL no sangue incubado-heparina (p<0,0001), respectivamente. A 
representação gráfica destes resultados podem ser visualizados na figura 5.  
No EDTA, a incubação de 37°C por 24h aumentou os valores do FCM nos 
casos [sangue fresco 6,47 (5,84 – 6,85) g/L versus sangue incubado 8,66 (7,49 – 
10,71) g/L, p=0,015] e nos controles  [sangue fresco 5,18 (4,53 – 5,69) g/L versus 
sangue incubado 6,34 (5,47 – 7,05) g/L, p=0,0016]. No sangue heparinizado, a 
incubação à 37°C por 24 horas também aumentou os valores do FCM dos casos 
[sangue fresco 6,37 (5,62 – 6,81) g/L versus sangue incubado 8,16 (6,51 – 11,58) 
g/L, p=0,04], mas esse efeito não foi observado nos controles [sangue fresco 5,14 
(4,49 – 5,64) versus sangue incubado 6,01 (5,19 – 6,61) g/L, p=0,22] (Figura 5). 
No sangue fresco, os anticoagulantes não influenciaram do FCM nos casos 
[EDTA 6,47 (5,84 – 6,85) g/L versus heparina 6,37 (5,62 – 6,81) g/L, p=0,99] e nos 
controles [EDTA 5,18 (4,53 – 5,69) g/L versus heparina 5,14 (4,49 – 5,64) g/L, 
p=0,99]. O mesmo resultado foi observado no sangue incubado. Neste caso, os 
valores do FCM foram similares nos casos [EDTA 8,66 (7,49 – 10,71) g/L versus 
heparina 8,16 (6,51 – 11,58) g/L, p=0,99] e nos controles [EDTA 6,34 (5,47 – 7,05) 




































Figura 5 – Fragilidade corpuscular mediana (FCM) de casos com esferocitoses (círculos cinzas) 
e controles saudáveis (círculos pretos) submetidos a diferentes condições pré-analíticas: sangue 
fresco e incubado colhidos em EDTA e heparina como anticoagulante. A barra e os limites 




As análises das percentagem de hemácias residuais por meio das curvas 
ROC revelaram que, no sangue fresco-EDTA, duas concentrações de NaCl foram 
capazes de discriminar casos e controles com 100% de sensibilidade e 100% de 
especificidade (5,5 e 6 g/L) e no sangue incubado-EDTA cinco concentrações de 
NaCl foram capazes de discriminar casos e controles com 100% de sensibilidade e 
100% de especificidade (6, 6,5, 7, 7,5 e 8 g/L). Por outro lado, no sangue fresco-
heparina e também no incubado-heparina, nenhuma das concentrações testadas 
apresentaram, ao mesmo tempo, capacidade de discriminar casos e controles com 
100% de sensibilidade e 100% de especificidade (Tabela 2). 
 
Tabela 2 – Parâmetros da curva ROC para o teste de fragilidade osmótica por 
citometria de fluxo em concentrações de NaCl selecionadas considerando as 
diferentes condições pré-analíticas avaliadas.  
 
 Sensibilidade  Especificidade  AUC Ponto de corte*  P Sangue fresco-EDTA      4,5 g/L NaCl 95% 70% 0,93 2,5% <0,0001 
5,0 g/L NaCl 95% 95% 0,99 5,5% <0,0001 
5,5 g/L NaCl 100% 100% 1 29% <0,0001 
6,0 g/L NaCl 100% 100% 1 76,5% <0,0001 
6,5 g/L NaCl 95% 100% 0,97 97,5% <0,0001 
7,0 g/L NaCL 65% 95% 0,87 99,5% 0,001 
Sangue fresco-heparina      4,5 g/L NaCl 70% 95% 0,91 1,5% <0,0001 
5,0 g/L NaCl 95% 100% 0,99 5,5% <0,0001 
5,5 g/L NaCl 95% 100% 0,99 23,5% <0,0001 
6,0 g/L NaCl 95% 100% 0,99 63,5% <0,0001 
6,5 g/L NaCl 65% 100% 0,96 74,0% <0,0001 
7,0 g/L NaCL 45% 95% 0,72 92,5% 0,036 
Sangue incubado-EDTA      5,5 g/L NaCl 100% 95% 0,98 2,5% <0,0001 
6,0 g/L NaCl 100% 100% 1 6% <0,0001 
6,5 g/L NaCl 100% 100% 1 20% <0,0001 
7,0 g/L NaCL 100% 100% 1 40% <0,0001 
7,5 g/L NaCL 100% 100% 1 65,5% <0,0001 
8,0 g/L NaCL 100% 100% 1 86,5% <0,0001 
8,5 g/L NaCL 95% 90% 0,99 96% <0,0001 
Sangue incubado-heparina      5,5 g/L NaCl 70% 75% 0,78 11,5% 0,0020 
6,0 g/L NaCl 80% 95% 0,95 23,5% <0,0001 
6,5 g/L NaCl 85% 100% 0,99 35,5% <0,0001 
7,0 g/L NaCL 95% 100% 0,99 72,0% <0,0001 
7,5 g/L NaCL 95% 100% 0,98 92,5% <0,0001 
8,0 g/L NaCL 95% 90% 0,97 97,5% <0,0001 
8,5 g/L NaCL 85% 90% 0,95 97,5% <0,0001 





Neste estudo analisou-se o efeito da concentração decrescente de NaCl (de 
10 a 1 g/L) sobre a hemólise em pacientes com EH e em indivíduos saudáveis  
considerando quatro diferentes condições pré-analíticas (sangue total 
fresco/incubado e anticoagulado com heparina/EDTA) por meio da contagem das 
hemácias residuais por citometria de fluxo. Em outras palavras, realizou-se um 
protocolo similar ao teste de fragilidade osmótica tradicional mas, ao invés de 
mensurar a hemoglobina livre, que é um efeito secundário a lise de eritrócitos, 
realizou-se a contagem de hemácias residuais usando citometria de fluxo. Os 
objetivos foram construir curvas de fragilidade osmótica por citometria de fluxo e 
definir o anticoagulante, o pré-tratamento da amostra e as concentrações de NaCl 
que permitissem a melhor discriminação entre casos com EH e controles. Além de 
avaliar se o teste pode ser executado no formato de dois tubos independentes. 
Considerando todos os voluntários inclusos no estudo, os ensaios 
laboratoriais sugeriram doença ativa nos casos não esplenectomizados, doença 
controlada nos casos esplenectomizados e ausência de doença nos controles 
(Tabela 1). É importante ressaltar que os casos tinham aumento na fragilidade 
osmótica tradicional e diagnóstico prévio da doença para serem inclusos no estudo. 
Em conjunto, essas observações indicam a correta atribuição dos participantes para 
cada grupo, o que diminui o viés de classificação do estudo. 
Em relação ao “template” de análise proposto, é possível inferir que a maioria 
das células da região de Q2 são hemácias, pois expressam o antígeno de superfície 
CD235a (glicoforina A). A glicoforina A é a maior proteína transmembranária nas 
hemácias, abrangendo de 2% a 4% das proteínas de membrana (20) e quando 
adicionado o agente indutor de hemólise  (água destilada) (11) esta população 
diminui ou desaperece a depender da osmolaridade da solução final. Ademais, a 
população das regiões de Q3 e Q4 expressam antígenos de superfície como  as 
glicoproteínas CD42 e CD42b e os receptores de agregação plaquetária CD41 e 
CD61, assim, pode-se inferir que os eventos citométricos nestas regiões são 
plaquetas (19).   
As curvas de fragilidade osmótica por citometria de fluxo - considerando a 
percentagem de hemácias residuais versus concentração de NaCl - assumiram uma 
forma dose-resposta sigmóide similar as observadas nas curvas de fragilidade 
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osmótica tradicional. Entretanto, elas são invertidas, pois a fração de hemácias 
residuais é mensurada pelo citômetro de fluxo e considerada para o cálculo (figura 
4). No FO-T os valores plotados correspondem as hemácias lisadas. Estes 
resultados sugerem que a citometria de fluxo usando decréscimo de concentrações 
de NaCl pode ser usadas para avaliar a fragilidade osmótica das hemácias. Além 
disso, pois as curvas obtidas para casos e controles são distintas.  
O FCM (que é semelhante ao ponto em que se observa metade do efeito 
máximo nas curvas dose-resposta, ou seja, o EC50) captura o deslocamento à 
esquerda ou à direita da curva e foi usado para comparar as curvas de fragilidade 
entre casos e controles. Assim, observou-se que o FCM dos casos foi diferente do 
FCM dos controles em todas as condições testadas. Este resultado demonstra que a 
curva proposta foi capaz de reportar o aumento da fragilidade osmótica dos casos.  
O valores da FCM também foram usados para comparar todas as condições 
pré-analíticas testadas. O FCM do sangue fresco foi diferente do FCM do sangue 
incubado em todas as instâncias, exceto para os controles no sangue heparinizado, 
indicando que a incubação à 37°C por 24 horas influencia o FO-CF. Por outro lado, o 
sangue fresco com os anticoagulantes heparina e EDTA tiveram valores de FCM 
similares. O mesmo resultado foi observado no sangue incubado. Em suma, os 
resultados sugerem que à incubação e o anticoagulante, tem um maior e um menor, 
efeito sobre o FO-CF, respectivamente.  
Para encontrar a condição pré-analítica e as concentrações de NaCl que 
permitissem uma maior acurácia no rastreio de EH por FO-CF, realizou-se à análise 
da curva ROC das concentrações de NaCl no qual os casos e controles foram 
claramente distintos nos valores das percentagens de hemácias residuais. Cem por 
cento de sensibilidade e especificidade foram obtidos com 5,5 e 6,0 g/L de NaCl no 
sangue fresco-EDTA; 6, 6,5, 7, 7,5, e 8 g/L no sangue incubado-EDTA e em 
nenhuma das concentrações de NaCl no sangue heparinizado. Estes resultados 
indicam que o EDTA é o anticoagulante de escolha para a fragilidade osmótica por 
citometria de fluxo e as concentrações de NaCl capazes de discriminar os casos dos 
controles, é maior no sangue incubado à 37°C por 24 horas do que no sangue 
fresco. Então, a incubação do sangue-EDTA aumenta a faixa de concentração de 
NaCl capaz de distinguir casos e controles por citometria de fluxo. Isto pode resultar 
em uma maior acurácia diagnóstica.  
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As concentrações de 5,5 e 6 g/L de NaCl demonstraram, respectivamente, 
valores de ponto de corte de hemácias residuais de 29% e 76,5% no sangue fresco-
EDTA. As concentrações de 6, 6,5, 7, 7,5, e 8 g/L de NaCl apresentaram ponto de 
corte de hemácias residuais de 6%, 20%, 40%, 65,5%, e 86,5% no sangue 
incubado-EDTA, respectivamente. Estes seriam os pontos da curva de fragilidade 
osmótica por citometria de fluxo ideais para o rastreio de EH.  
Estes resultados sugerem que o rastreio poderia ser realizado por citometria 
de fluxo usando duas concentrações de NaCl (configuração de dois tubos distintos). 
Depois da incubação do sangue colhido em EDTA à 37°C por 24h, a suspensão de 
hemácias é contada na concentração de 10 g/L de NaCl e em outra concentração 
com um estresse osmótico adequado (ex. 7,5 g/L de NaCl). O aumento da 
fragilidade osmótica seria detectado se a percentagem de hemácias residuais for 
menor que 65,5%. 
Na configuração de dois tubos distintos não seria necessário a interrupção da 
aquisição para adição de água, preservando as vantagens FO-CF sobre a FO-T 
(menos laborosa e mais rápida) e permitindo que a execução do teste seja realizada 
em qualquer citômetro de fluxo e “software” de análise.  
É importante ressaltar que as melhores concentrações de cloreto de sódio 
para o rastreio de EH usando sangue fresco são diferentes do material incubado. 
Todos os métodos de fragilidade osmótica por citometria de fluxo descritos na 
literatura utilizam sangue fresco-EDTA, e realizaram o protocolo de análise partindo 
da concentração de salina normal (9 g/L) e alcançam a concentração de 5 g/L após 
a adição de água destilada. No presente estudo, 5 g/L não foi a melhor concentração 
para distinguir pacientes com EH dos indivíduos saudáveis. Para sangue fresco-
EDTA sugere-se que a fragilidade osmótica por citometria de fluxo seja realizada 
com salina hipotônica à 6 g/L de NaCl. No entanto, a maior capacidade 
discriminatória foi obtida no sangue incubado-EDTA. Neste caso, recomenda-se o 
uso de 7,5 g/L de NaCl como salina hipotônica pois as concentrações (6 g/L – 
sangue fresco-EDTA e 7,5 g/L no sangue incubado –EDTA) possuem uma maior 
faixa de separação entre a menor  porcentagem de hemácias residuais do controle  
com a maior percentagem de hemácias residuais do caso. 
A única investigação sobre o efeito da incubação presente na literatura usa 5 
g/L, nesta concentração houve uma piora na diferenciação entre casos e controles 
quando comparado ao sangue fresco-EDTA. Os achados do presente estudo 
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corrobora com este resultado: para 5 g/L de NaCl obteve-se sensibilidade = 95%, 
especificidade = 80%, AUC = 0,89 (p<0,0001), e ponto de corte de 1,5% (números 
piores que os obtidos no sangue fresco-EDTA). Este estudo acrescenta que a 
capacidade diagnóstica de outras concentrações de NaCl (6, 6,5, 7, 7,5, e 8 g/L) são 
melhores que 5 g/L, comparáveis ou superiores aos obtidas no sague fresco-EDTA 
(Tabela 2). Assim, recomenda-se que outros estudo re-investiguem a questão de 
incubar ou não o sangue para se obter uma definição sobre o assunto.  
A tabela 3 compara os parâmetros diagnósticos e protocolo deste trabalho 
com os de outros estudos da literatura. Fica claro que um protocolo definitivo deve 
ser proposto de forma que compreenda todas as possíveis configurações para o 
ensaio. Os achados deste estudo alertam, principalmente, para que outras 




Tabela 3 - Comparação entre os parâmetros diagnósticos dos diferentes formatos de 
execução do FO-CF disponível na literatura (sangue fresco – EDTA) com os 
achados do presente estudo. 
Referência Sensibilidade Especificidade Ponto  de corte 
Concentração  
inicial de NaCl 
Concentração  
final de NaCl 
Formato 
do teste 
Warang et al.12 100% 98% 23,59% 9 g/L 5 g/L 
1 tubo e 
sobreposição 
de leituras 
Won e Suh 11 100% 96% 23% 9 g/L 5 g/L 
1 tubo e 
sobreposição 
de leituras 
Park et al.15  97% 95,8% 10,8% 9 g/L 5 g/L 1 tubo e 
duas leituras  
Manivannan et al. 14 92,5% 98,3% 16,29% 9 g/L 5 g/L 




Ciepiela et al. 13 
aquisição por 214s  
83,3% 87,6% 23,34% 9 g/L 5 g/L 
1 tubo e 
sobreposição 
de leituras 
Ciepiela et al. 13 
aquisição por 300s 
90% 84,6% 17,3% 9 g/L 5 g/L 
1 tubo e 
sobreposição 
de leituras 
Este estudo 95% 95% 5,5% 10 g/L 5 g/L 2 tubos 
duas leituras 
Este estudo 100% 100% 29% 10 g/L 5,5 g/L 2 tubos 
duas leituras 
Este estudo 100% 100% 76,5% 10 g/L 6 g/L 2 tubos 
duas leituras 
 
Finalmente, a principal limitação do estudo é o tamanho pequeno da amostra. 
Recomenda-se a replicação deste trabalho para confirmação dos seus achados, 
bem como a determinação local dos valores críticos para execução do ensaio, como 
o ponto de corte de hemácias residuais e concentração de NaCl. 
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6 CONCLUSÃO 	  
A citometria de fluxo é capaz de gerar curvas de fragilidade osmótica ao se 
expor hemácias à concentrações decrescentes de NaCl. O EDTA é o anticoagulante 
de escolha para a FO-CF. A incubação à 37oC por 24h pode aumentar a acurácia 
diagnóstica do teste. A concentração de NaCl mais confiável para a discriminação 
entre casos e controles foi de 6 g/L de NaCl no sangue fresco-EDTA e 7,5 g/L de 
NaCl no sangue incubado-EDTA. Estas concentrações propiciaram a execução do 
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